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The invention concerns the use of a substance specifically binding with the peripheral benzodiazepin receptor (PB*^> ^rnpositions 
composition for preventing or treating skin stress. The invention also concerns compositions containing said substances. S3 1 
can be cosmetic or pharmaceutical, in particular for topical use in dermatology. 
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UTILISATION D'UNE SUBSTANCE SE LIANT AU RECEPTEUR PERIPHERIQUE 

DES BENZODIAZEPINES DANS LE TRAITEMENT DES STRESS CUTANES. 

La presente invention concerns une composition contenant un ligand des recepteurs 

peripheriques des benzodiazepines pour une utilisation par voie topique. 

^invention concerne I'utilisation d'une substance se liant sp6cifiquement au r6cepteur 

p§riph6rique des benzodiazepines (PBR) pour la fabrication d'une composition pour la 

prophylaxie ou le traitement des stress cutanSs. 

L'invention concerne egalement les compositions contenant ces substances. Ces 
compositions peuvent §tre cosmStiques ou pharmaceutiques, en particulier 
dermatologiques topiques. 

Par stress cutane, on entend les differentes situations qui pourraient provoquer des 
dommages en particulier au niveau de l'6piderme quelque soit I'agent le provoquant 
Cet agent peut etre interne et/ou externe a I'organisme comme un agent chimique ou 
radicaiaire ou bien externe comme un rayonnement ultraviolet. 

La composition selon Invention est done destines a prevenir et k lutter contre les 
irritations cutanees, les dartres, les 6ryth§mes, les sensations dysesthesiques, les 
sensations d'Schauffement, les prurits de la peau et/ou des muqueuses, le 
vieillissement et peut aussi etre utilisee dans les desordres cutanes tels que, par 
exemple, le psoriasis, les maladies prurigineuses, I'herp&s, les photodermatoses, les 
dermatites atopiques, les dermatites de contact, les lichens, les prurigos, les prurits, 
les piqures d'insectes, dans les fibroses et autres troubles de la maturation des 
collag&nes, dans les desordres immunologiques ou encore dans des affections 
dermatologiques comme recz§ma. 

Le ligand PBR, egalement appel<§ "substance 11 , contenu dans la composition peut-etre 
un compose non peptidique, un peptide, un extrait de cellules ou de tissus d'origine 
animale ou v6getale ou un produit obtenu par fermentation d l un micro-organisme, par 
exemple d'une bacterie ou d'un champignon. 

De nombreux ligands PBR sont decrits dans la litterature. On peut citer, k titre 
d^xemple, le Ro 5-4864 ou chlorodiaz6pam, le Ro 5-2807 ou diazepam, le PK 11195 
ou on pourra se r6f6rer k Particle Peripheral Benzodiazepine Receptors, Ch. m, 
J. J. Bourguignon, Ed. E. Giesen - Crouse, Academic Press. 

Le PBR est une proteine de 18 KD situee sur la membrane externe des mitochondries 
des tissus p6riph6riques. II est constituS de cinq domaines transmembranaires et 
d'une partie carboxyterminale dirigee vers le cytosol. Plusieurs fonctions sont 
attributes au PBR selon la nature du tissus consider^ : regulation de la 
st6ro*idogen&se, biosynthfese de Theme, differenciation et croissance cellulaire, 
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controle de la respiration mitochondriale (Krueger KE, Biochimica and Biophysica Acta 
1995, 1241, 453-470;. Bien que sa fonction precise n'ait pas encore 6t6 completement 
6iucidee, plusieurs donnees exp6rimentales r6centes suggerent que PBR pourrait 
jouer un role fondamental dans la regulation des processus de mort cellulaire 
5 programmee et dans la protection anti-radicalaire. 

II a §t6 montr§ que PBR est en effet 6troitement associ6 au niveau de la mitochondrie 
avec des proteines r§gulatrices de Tapoptose telles que Bcl2 qui pr6vient la rupture du 
potentiel de membrane mitochondriale empechant ainsi Tapoptose induite notamment 
par la production de radicaux oxyg6n§s rSactifs (Marchetti P. et al, J. Exp. Med. 1996, 

10 184, 1155-1160; / (Marchetti P. etal, J. Immunol. 1996, 157, 4830-4836). 

Dans le cadre de la presents invention, le r6le protecteur anti-radicalaire de PBR a ete 
directement observe sur des cellules d'origine h6matopoietique pour lesquelles une 
correlation 6troite entre la density de PBR et la protection anti-radicalaire a 6t6 mise 
en evidence. De plus, dans cette m§me 6tude, il a 6te demontre que la transfection de 

15 PBR sur des cellules dSpourvues de ce r6cepteur confere une protection contre les 
dommages causes par des esp6ces oxygenees (Carayon P. et al, Blood 1996, 87, 
3170-3178). 

Plusieurs donnees de la litterature indiquent que PBR jouerait un role important dans 
la regulation des processus apoptotiques et la protection des cellules vis-a-vis des 

20 dommages causes par les radicaux libres. 

Des etudes phylogeniques recentes renforcent cette nouvelie notion que PBR agit en 
tant que modulateur d'apoptose impliqu6 dans des fonctions antioxydantes. Des 
similarites significatives existent en effet entre PBR et la proline CrtK de Rhodobacter 
sphaeroides, une bacterie photosynth§tique. Cette proteine bact6rienne qui fonctionne 

25 comme un d6tecteur d'oxyg&ne photosensible, r6gule Texpression des genes 
impliqu<§s dans la photosynthese en reponse h des modifications environnementales 
de la tension en oxygfene et de i'intensite lumineuse. La comparaison entre PBR et 
CrtK r6v£le une identity de 35 % et une conservation de sequence entre ces deux 
proteines qui ont diverge dans la phylogenie il y a deux milliards d l ann6es. Cette 

30 homologie suggfere une fonction hautement sp6cialis6e et conserv6e de PBR qui 
semble similaire k celle de CrtK dans la bacterie. En effet, il a 6te d§montre 
r6cemment que le PBR de mammifere transfect6 chez des mutants Rhodobacter CrtK 
complements la fonction detecteur d'oxygene de CrTK. Ainsi, cette §tude suggere un 
role cl§ de PBR dans la transduction des signaux dependant de I'oxyg&ne (Yeliseev 

35 AA., et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 1997, 94, 5101-5106). 
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Cependant, k ce jour, aucune substance n'a jamais §te pr£cisement indiquee comme 
ligand specifique des recepteurs PBR cutan6s. 

A plus forte raison, aucune substance active par voie topique et se Hant 
sp6cifiquement aux r6cepteurs PBR n'a jamais ete decrite dans la litterature. 
5 II a ete maintenant montr6, dans le cadre de la presente invention, que PBR est 
abondamment exprime au niveau de la peau sur les diff6rents compartiments 
cellulaires qui la composent : keratinocytes, cellules de Langerhans, follicules plleux et 
cellules endothelials de la vasculature dermique. Au niveau de la peau, Pexpression 
de PBR suit un gradient croissant de la couche basale vers la couche cornee. Cette 

10 organisation remarquable qui privilegie les cellules differenciees de I'epiderme les plus 
exposees aux stress externes revet sans doute une signification physiologique de 
premiere importance pour la protection des zones de I'epiderme les plus vulnerables. 
Les etudes subcellulars r6alisees en microscopie confocale indiquent comme 
attendu une colocalisation de PBR avec Bcl2 au niveau de la mitochondrie. Les 6tudes 

15 histologiques sur coupe de peau ont permis de mettre en Evidence une repartition 
surprenante de PBR (Figures 1 et 2). 

En effet, 1'expression de ce recepteur au niveau de I'epiderme suit un gradient de 
densite croissant des couches basales vers les couches les plus differenciees de 
k£ratinocytes. Cette distribution spatiale tres organisee qui privilegie en terme de 

20 densite les cellules de I'epiderme les plus externes et done les plus expos6es, laisse 
supposer que PBR au niveau de la peau pourrait representer un systeme de protection 
naturelle contre les radicaux libres generes par Texposition aux rayonnements 
ultraviolets. L'observation concommitante que la distribution de la proline 
antiapoptotique Bcl2 obeit a un gradient strictement inverse suggere un r6le 

25 compensatoire de PBR pour la preservation des cellules les plus differences. 

Uensemble de ces donnees qui suggdrent une fonction protectrice du PBR, plus 
particulierement au niveau de I'epiderme, a conduit k la mise en evidence de ligands 
naturels ou de synthase montrant que leur interaction avec PBR pouvait §tre 
b§n6fique dans differentes situations de stress cutane provoqu§ par des agents 

30 chimiques ou radicalaires ou encore cons6cutifs & une exposition UV. 

Ainsi, selon Tun de ses aspects, la presente invention concerne ['utilisation d'un ligand 
sp§cifique du PBR, le Ro 5-4864 dans les stress cutanes. Ce ligand est un agoniste du 
PBR. 

Selon un autre aspect de Tinyention et sur la base de ces observations, un screening 
35 visant a rechercher des ligands naturels de PBR a 6te entrepris et a permis d'isoler 
plusieurs fractions capables d'interagir avec ce recepteur. L'effet potentiellement 
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protecteur de ces ligands naturels a ensuite efe evalu6 dans differents tests induisants 
un stress cutane et notamment des tests d'6rythemes cutanes induits par irradiations 
~UVrCes~profxie^ 
egalement 6te recherchees. 
5 Des essais biochimiques et pharmacologiques ont ete utilises pour mettre en evidence 
I"acitivit6 et I'inferSt des substances dans divers stress cutanSs. 
Les essais realises avec PBR ont pour but de montrer son implication potentielle dans 
la regulation des processus apoptotiques et la preservation des cellules cutanees vis- 
&-vis de differents stress d6l6teres. 

10 

EXEMPLE 1 

Eudes immuno-histologiques de localisation de PBR au niveau cutane 

A I'aide de Panticorps specifique anti-PBR, Ac 8D7 (mAb de souris anti-PBR, isotype 
lgG1, Dussossoy et a/., Cytometry, 1996, 24:39-48), une analyse par Western Blot a 
15 permis de mettre en Evidence la presence abondante de PBR sur six Iign6es 
differentes de keratinocytes humains ainsi que sur la peau humaine normale 
(Figure 1). Au niveau subcellulaire, les analyses r6alis6es en microscopie confocale 
confirment sur ies keratinocytes une colocalisation de PBR au niveau mitochondrial 
(Figure 2). 

20 Une 6tude immuno-histologique realisee sur une coupe d'6piderme humain normal a 
I'aide du m§me anticorps r§v6le un ordonnancement Xrbs particulier puisque 
I'expression de PBR augmente du stratum basale vers le stratum corneum. Ce 
rec§pteur est done abondament present sur les keratinocytes les plus diff6renci6s 
situes directement sous le stratum corneum (Figure 3). 

25 

EXEMPLE 2 

Etudes de liaison et de specif icite 

Les etudes de liaison ou binding ont 6t6 r6alis6es sur la iign6e de keratinocytes A-431 
(carcinome epidermoide humain (ATCC, CRL-1555)) par d6placement du ligand de 

30 reference [ 3 H]-PK11195. Uanalyse de Scatchard indique un seul site de fixation, une 
densite d'environ 470.000 r§cepteurs par cellule et une forte affinite du ligand (KD = 
1 ,5 nM) (Figure 4). La sp6cificite du binding sur le r§cepteur pdripherique porfe par les 
keratinocytes est attesfee par les etudes pharmacologiques qui montrent une efficacite 
ddcroissante du d6placement du ligand p6riph6rique de reference (PK 11195) par les 

35 ligands suivants : 
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Ro 5-4864 = (CI50 « 25 nM) > diazepam (CI 50 « 100 nM) »> clonazepam (inactif a 
3200 nM). II est rappeie que ce dernier est un ligand du recepteur central des 
benzodiazepines, le diazepam est mixte, le Ro 5-4864 est sp6cifique du PBR 
(Figure 5). 

5 

EXEMPLE 3 

Implication du PBR dans la protection contre les radicaux oxygenes 

Deux types d'experiences sont decrites k la Figure 6. La premiere a consiste k 
comparer diff6rentes Iign6es d'origine lymphoTde ou my6lo'fde pour leur capacite k 

10 r6sister k la toxicity des radicaux oxyg6n6s en relation avec leur niveau d'expression 
de PBR. Les resultats indiquent une tr&s forte correlation entre le nombre de sites PBR 
par cellule et la resistance a la toxicity induite par rH 2 0 2 . II existe egalement une 
correlation similaire lorsque Ton considfere cette fois le niveau d'expression de Bcl2, . 
proteine connue pour proteger les cellules des dommages oxydatifs. Cette donn6e, 

15 jointe au fait que Bcl2 et PBR sont deux proteines localis6es sur la membrane externe 
des mitochondries, sugg£re qu'elles pourraient presenter des fonctions communes 
dans la protection cellulaire. De fagon interessante, alors que Pexpression de PBR suit 
un gradient de densite croissant de la couche basale vers la limite de la couche 
cornee, les donn6es de la litterature indiquent un ph6nomene inverse pour Texpression 

20 de Bc!2, sugg6rant qu'au cours de la differenciation des keratinocytes, PBR pourrait 
prendre le "relais" de Bcl2 en ce qui concerne les fonctions de protection anti- 
radicalaire. 

Dans la deuxfeme experience, le role possible de PBR dans la protection vis-d-vis de 
la toxicite des radicaux libres est renforc£ par la demonstration de la meilleure viabilite, 
25 en presence d'H 2 0 2 , de cellules Jurkat transferees PBR+ en comparaison avec des 
cellules homologues PBR-. 

EXEMPLE 4 

L'activite anti-apoptotique des actifs a ete mesuree sur des keratinocytes humains et 
30 des fibroblastes (ATCC) qui ont 6te ensemences dans des boites de Petri de 35 mm 
(5 X 10 5 cellules/puits) dans le DMEM (Dubelco's Mode Eagle Medium) additionne de 
10 % de serum de veau foetal et lalsser prolif6rer jusqu'Si confluence. Ce milieu de 
culture est ensuite aspire, les cellules sont rinc6es et 0,1 % de s6rum de veau foetal 
est ajoute en presence d'une solution saline. Des concentrations croissantes de la 
35 substance k etudier sont additionn6es. Vingt quatre heures plus tard, Papoptose est 
mesuree avec une trousse de dosage ELISA (de I'anglais "enzyme-linked 



♦ 
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immunosorbent assay"). 

Des k6ratinocytes ont et§ soumis k des rayonnements ultraviolets de type B (UVB) k la 
dose de 250J/m 2 pendant 16 heures (J. Invest. Dermatol. 1995, 104 : 922-927). En 
pr6sence du ligand PBR Ro 5-4864, il a 6t§ montr§ que Ton pr6vient les processus 
5 d'alterations cellulaires induits par I'irradiatlon dans une gamme de concentrations de 
ligand comprise entre 10 nM et 10 ^M. 

EXEMPLE 5 

L'effet photoprotecteur du ligand a 6t6 6valu6 par application par voie cutanee sur le 
10 cobaye albinos. 

La voie topique cutanee est utilisee afin de reproduire les conditions d'utilisation chez 
rhomme. 

Des cobayes Hartley, Charles River France, Saint Aubin les Elbeuf, 76410 Cleon, 
France, sont utilises. 

15 Les animaux ont 6t6 rases puis epites sur les flancs anterieurs droit et gauche, 
24 heures avant le debut du traitement. 

Les animaux ont 6t6 irradtes juste avant te premier traitement. L'energie est v6rifi6e 
avant chaque irradiation r6alis6e sur les flancs droit et gauche dans le spectre UVB k 
une dose de 4000 mJ/cm 2 . 
20 Le flanc droit des animaux a 6t6 trait<§ avec 0,2 ml de solution du ligand 
imm6diatement apres irradiation puis 2 et 5 heures apres irradiation. Le flanc gauche 
ne sera pas tratte. 

Une lampe k vapeur de Xeron Haute pression (IDEM 300) produira I'irradiation. 
Les lectures des reactions locales sont faites avant traitement, puis 5 et 24 heures 
25 aprfes irradiation. 



Erytheme et oed&me ont et§ §valu6s comme suit : 
Erytheme 

30 0 pas tferytheme ; 1 6ryth§me tres faible, k peine perceptible ; 2 6ryth6me net, rose 
faible ; 3 6rytheme net, rouge franc ; 4 6rythdme particulferement intense 

Oed&me 

0 pas d'oed&me ; 1 tres I6ger oed&me (k peine visible) ; 2 I6ger oed&me (contours 
35 bien d6finis et gonflement apparent) ; 3 oed&me moyen (6paisseur d'environ 1 mm) ; 
4oed&me grave (§paisseur sup6rieure k 1 mm et surface superieure k la zone 
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^application) 

Des exemples de ligands naturels du recepteur PBR produits par fermentation sont 
decrits ci-apres avec leur activite. 

Un criblage ou screening effectu6 sur des extraits de microorganismes conduit sur 
milieu solide ou liquide a permis de s6lectionner trois souches de microorganismes 
(bacteries et champignons microscopiques). 

Les trois souches selectionnees apres differentes §tudes menees pour optimiser les 
conditions de production de quantites significatives d'extraits de cultures possedant de 
bonnes activites sur le test de mesure d'interaction avec le recepteur PBR ont pour 
references SRL 4988, SRL 5186 et SRL 5189. 

Les trois souches ci-dessus ont 6t6 deposees a la CNCM de I'lnstitut Pasteur : date de 
27 aout 1999 avec respectivement les numeros d'ordre I-2305, I-2306, 1-2307. 
La souche SRL 4988 classee comme Nocardia species, isol6e d'un 6chantillon de sol 
a pour caracteres ecologico-physiologiques, determines apr6s culture de deux 
semaines k 28° C sur milieu ISP2 : phototrophe nSgatif, chimio-organotrophe, 
mesophile et halophile negatif. Elle est non mobile et pr6sente des spires ouvertes, 
non verticillees. 

La souche SRL 5186 classee comme Streptomyces species, isolee d'un echantillon de 
sol a pour caracferes 6cologico-physiologiques, determines aprds culture de deux 
semaines a 28° C sur milieu ISP2 : phototrophe negatif, chimio-organotrophe, 
mesophile et halophile negatif. Elle est non mobile et presente des hyphes flexibles et 
biverticill6es. 

La souche SRL 5189 classee comme Actinosinnema species a pour caracteres 
ecologico-physiologiques, determines apres culture de deux semaines & 28° C sur 
milieu ISP2 : phototrophe negatif, chimio-organotrophe, mesophile, halophile n6gatif. 
Elle est non mobile et pr6sente des hyphes flexibles et monoverticill§s. 
Ces souches constituent done, ainsi que leurs mutants producteurs, un objet ulterieur 
de I'invention. 

Aprds cultures sur milieu nutritif g6lose et plusieurs repiquages successifs qui 
permettent d'obtenir une culture abondante et pure, on fabrique un lot 0 de 
conservation de la souche mere puis des lots de semence primaire et secondaire. 
Pour cela, on prepare une suspension de spores k partir d'une culture sur milieu 
nutritif gelose en boite de Petri et d'un milieu de reprise ; ce milieu contient un 
cryoprotecteur permettant d'assurer une bonne viability des spores lors de la 
conservation par congelation. 
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La suspension de spores obtenue est repartie dans des cryotubes qui seront 
conserves k - 80° C : ces tubes constituent le lot 0. 

En suivant le meme protocoled mais & partir d'un tube du lot 0, on prepare un lot de 
semence primaire. Puis toujours suivant ie meme protocole, on prepare un lot de 
5 semence secondaire k partir d'un cryotube de semence primaire. La fabrication des 
lots de semence 0, 1 et 2 assure une accessibility durable de la souche et done de 
Pactivit6 recherch6e. Les cultures de ces trois souches permettant d'obtenir des 
ligands naturels du rdcepteur PBR peuvent §tre men6es de mani&re proche avec les 
moyens de cultures a6robies habituels, e'est-^-dire milieux liquides en fermenteurs de 
10 toute capacity avec controle en ligne du pH et de Iteration. 

EXEMPLE A SRL 4988 

A titre d'exemple de culture en fioles d'Erlenmeyer pour ia souche SRL 4988 : un tube 
de semence secondaire est utilise pour ensemencer des boTtes de P6tri preparees 
15 avec un milieu favorisant la sporulation des actinomyc&tes selon la composition : 



Glucose 


20 g 


Soyoptim (SIO) 


10g 


CaC0 3 (OMYA) 


3g 


Agar type E 


20 g 


Eau distillee QSP 


1 I 



On fait incuber les cultures sur boites pendant 5 jours k 28° C. On obtient alors une 
suspension de spores en ajoutant dans chaque boite de P§tri, 10 ml d l un milieu liquide 
20 de composition : 



Glucose 


30 g 


Soyoptim (SIO) 


10g 


Tryptone U.S.P. (BIOKAR) 


4g 


Extrait de levures (DIFCO) 


8g 


NaCI 


2,5 g 


CaCOs 


sg 


Hydrolysat de caseine 


5g 


Peptone papaYnique de soja 


sg 
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dont le pH est ajuste k 7,0 avant sterilisation. 

On utilise 5 ml des suspensions de spores pour inoculer des fioles st6riles de 250 ml, 
garnies avec 50 ml du m§me milieu, qui constituent les precultures, mises k incuber en 
chambre chaude a 28° C sur un agitateur k etageres, ou dans un incubateur 
autonome, les vitesses de rotation sur Tun ou I'autre des systemes 6tant r6gl6es Si 210 
tours/mn. 

Aprhs deux jours d'agitation les fioles de preculture sont utiiis6es pour ensemencer les 
fioles de culture proprement dites k raison de 5 ml de milieu de preculture par 
Erlenmeyer de 500 ml garni de milieu de culture (100 ml) de composition : 



Glycerol 


10 g 


Amidon soluble 


30 g 


Soyoptim 


15g 


Tryptone 


2g 


Extrait de levure 


5g 


CaC0 3 


5g 


Solution d'oligoelements 


10 ml 


Eau QSP 


1 I 


pH7 




n de la solution d'oligoelements utilises : 


FeS0 4 , 7 H 2 0 


1,0 g 


MnS0 4 , 4 H 2 0 


LOg 


CaCI 2 , 2 H z O 


0,025 g 


CaCI 2 , 2 H 2 0 


0,10 g 


H3BO3 


0,56 g 


(NH 4 )e MO7O24, 4 H 2 0 


0,002 g 


ZnS0 4 , 7 H z O 


0,20 g 


Eau QSP 


1 I 



Ainsi dans ce cas precis , 5 fioles de pr6cultures ont et6 utilises pour inoculer 40 
fioles de cultures k 100 ml de milieu de culture par Erlenmeyer de 500 ml , qui apres 6 
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jours de culture agit6e k 28° C en chambre chaude sur un agitateur rotatif r6gle & 210 
tours/mn , fournissent 4 litres de suspension de bacteries. 

Les 4 litres de mout de fermentation sont centrifuges en plusieurs operations, k une 
temperature de 4°C, et au regime de 13500 tours/mn (soit 27 500g avec le rotor 
5 utilise), afin de s6parer la biomasse, c'est k dire le culot rassemblant les cellules du 
surnageant de culture constitue majoritairement d'eau provenant du milieu nutritif 
utilise et contenant en solution des restes de composants du milieu nutritif ainsi que 
des metabolites produits et excretes par les cellules des bacteries pendant les 
diverses phases de leur croissance . 
1 0 Les biomasses et surnageants sont alors congeles k -20° C . 

. EXTRACTION DES LIGANDS NATURELS DU RECEPTEUR PBR 
Les 4 litres de surnageant decongeie sont charges dans un b6cher de 10 litres. On 
additionne la solution de 400 g de resine polystyrene-divinylbenzene Amberlite XAD 16 

15 (Rohm & Haas). La suspension est agit6e avec un moteur 6quip6 d'un arbre k pales, 
tournant k 20 tours/mn, pendant 15 heures. La solution est ensuite filtr6e, le filtrat est 
6limin6 et la r6sine essoree est reprise par 1 litre de methanol. On laisse sous 
agitation douce pendant 1 heure. On filtre k nouveau la resine que Ton retraite a 
Tidentique avec 1 litre de methanol. Lors d'une troisfeme operation la r6sine est 

20 retraitee cette fois avec 1 litre d'ac6tone. La resine essor6e est alors 6limin6e et les 3 
litres de solvant organique rassembles sont 6vapor6s k sec dans un evaporateur 
rotatif sous vide. 

Le r§sidu d'6vaporation (17,7g) est triture avec 50 ml de methanol, la suspension 
obtenue est centrifug§e k 3000 tours/mn pendant 15 minutes, et le surnageant 
25 decants obtenu constitue Textrait de surnageant de culture. 

Cet extrait est teste en dilution en inhibition du binding sur le rScepteur PBR et fournit 
une activit6 evaluee au 1/200 (50 % d'inhibition). 

Les biomasses rassembl£es (199g) dans un becher de 2 litres sont traitges sous 
agitation par un melange de 750 ml de chlorure de methylene et de 750 ml de 
30 methanol. Uagitation est maintenue pendant 15 heures k temperature ambiante. La 
suspension est ensuite filtree et la solution limpide obtenue est concentree sous vide 
dans un evaporateur rotatif. Le residu d'evaporation (5,4g) est alors triture avec 50 ml 
de methanol et constitue I'extrait de biomasse . 

Cet extrait est teste en inhibition du binding du r6cepteur PBR et fournit une activite 
35 mesuree au 1/2200 (Dl 50 = 2200' 1 ). 
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EXEMPLE B SRL5186 

Avec les memes protocoles et milieux respectifs : 

- milieu g6los§ pour les repiquages sur boite de P6tri 

- milieu liquide de pr6culture 
5 - milieu liquide de production , 

14 fioles d'Erlenmeyer de 500 ml garnies de 100 ml de milieu de production, et 
inocutees k 5 %, sont incub6es k 28 °C en chambre chaude sur un agitateur rotatif 
tournant a 21 0 tours/mn, pendant 6 jours . 

Apr&s centrifugation et stockage un a deux jours au cong6lateur k - 20°C des 
10 biomasses et surnageants de production, on d6cong&le ces produits avant de 
proc6der k leur extraction . 

Les biomasses (54,9 g) sont trait6es dans un b6cher, sous agitation par un melange 
de 250 ml de dichloromSthane et 250 ml de methanol , pendant une dizaine d'heures. 
La suspension est ensuite filtr6e et la solution limpide obtenue est concentre k sec 
15 avec un 6vaporateur rotatif. 

Le residu sec (1,4 g) est triture avec 17,5 ml de methanol, et la suspension obtenue 
est centrifugee & 3000 tours/mn pendant 15 minutes. Le surnageant de centrifugation 
prelevd, constitue I'extrait de biomasse. 

Cet extrait, evalu6 en dilution sur le test d'inhibition du binding au r6cepteur PBR 
20 foumit une inhibition de 50 % dans le test k la dilution 1/3750 (Dl 50 = 3750* 1 ) ■ 

Les 1400 ml de surnageant decongete sont additionnes de 160 g de r§sine 
polystyrene-divinylbenz&ne XAD 16 (Rohm & Haas) et la suspension est agit6e 
pendant 15 heures. La r6sine est filtree, le filtrat est ^limine et la r6sine est retrait6e 
par 200 ml de solution k 25 % de methanol dans Peau pendant 3 heures. 
25 La resine est filtr6e, et ce deuxfeme filtrat est 6limin6. La rSsine subit alors trois 
traitements semblables, deux avec 200 ml de methanol et le dernier avec 200 ml 
d'acetone. Ces trois derniers filtrats sont rassembles dans un ballon puis concentres 
sous vide a I'aide d'un evaporateur rotatif. Le r6sidu sec obtenu (2,2 g) est alors tritur6 
avec 17,5 ml de methanol et la solution obtenue constitue Pextrait de surnageant . 
30 Cet extrait evalue en dilution sur le test d'inhibition du binding au r6cepteur PBR donne 
une inhibition de 50 % k la dilution 1/940 (Dl 50 = 940" 1 ) 
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EXEMPLE C SRL5189 

Avec les memes protocoles et milieux respectifs : 

- milieu gelos6 pour les repiquages sur boite de P6tri 

- milieu liquide de prdculture 
5 - milieu liquide de production 

10 fioles d'Erlenmeyer de 500 ml garnies de 100 ml de milieu de production, et 
inoculees a 5 %, sont incub6es k 28 °C en chambre chaude sur un agitateur rotatif 
tournant £ 210 tours/mn, pendant 8 jours. 

Aprfes centrifugation et stockage un a deux jours au cong6lateur k - 20°C des 
10 biomasses et surnageants de production, on d§cong&le ces produits avant de 
proceder a leur extraction. 

Les biomasses (69,5 g) sont trait§es dans un b6cher, sous agitation par un melange 
de 150 ml de dichloromethane et 150 ml de methanol pendant une dizaine d'heures. 
La suspension est ensuite filtr6e et la solution limpide obtenue est concentree a sec 
15 avec un evaporateur rotatif. Le r6sidu sec (1,5 g) est triture avec 12,5 ml de methanol, 
et la suspension obtenue est centrifug6e a 3000 tours/mn pendant 15 minutes. Le 
surnageant de centrifugation pr6lev6, constitue I'extrait de biomasse . Cet extrait, 
6valu6 en dilution sur le test d'inhibition du binding au r6cepteur PBR fournit une 
inhibition de 50 % dans le test a la dilution 1/2600 (Dl 50 = 2600 % 

20 

Les 1000 ml de surnageant d§congele sont additionnes de 100 g de resine 
polystyrfene-divinylbenzene XAD 16 (Rohm & Haas) et la suspension est agit6e 
pendant 15 heures. La r6sine est filtree, le filtrat est 6limin6 et la r§sine est retrait6e 
par 150 ml de solution h 25 % de methanol dans Peau pendant 3 heures. La resine est 

25 filtrSe, et ce deuxi&me filtrat est 6limin6. La r£sine subit alors trois traitements 
semblables, deux avec 150 ml de methanol et ie dernier avec 150 ml d'acStone. Ces 
trois derniers filtrats sont rassembles dans un ballon puis concentres sous vide h I'aide 
d 'un 6vaporateur rotatif. Le r6sidu sec obtenu (1 ,7 g) est alors triture avec 12,5 ml de 
methanol et la solution obtenue constitue I'extrait de surnageant . 

30 Cet extrait evalue en dilution sur le test d'inhibition du binding au r6cepteur PBR donne 
une inhibition de 50 % k la dilution i/600 (Dl 50 = 500" 1 ) . 

Dans les compositions selon Pinvention, la substance se liant k PBR est utilis6e de 
pr6f6rence en une quantity allant de 0,00001 & 20 % en poids par rapport au poids 
35 total de la composition, et en particulier en une quantity allant de 0,001 k 10 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. 
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Les compositions selon 1'invention peuvent se presenter sous toutes les formes 
gal6niques normalement utilisees pour une application topique. 
Les quantites des diff6rents constituants des compositions selon I'invention sont celles 
classiquement utilis6es dans les domaines considers et sont appropri6es a leur forme 
5 gatenique. 

Pour une application topique, les compositions de I'invention comprennent un milieu 
compatible avec la peau. Ces compositions peuvent se pr6senter notamment sous 
forme de solutions aqueuses, alcooliques ou hydroalcooliques, de gels, d'emulsions 
eau-dans-huile ou huile-dans-eau ayant I'aspect d'une cr&me ou d'un gel, de 

10 micro§mulsions, d'a6rosols, ou encore sous forme de dispersions vesiculates 
contenant des lipides ibniques et/ou non ioniques. Ces formes gal6niques sont 
prepares seion les m§thodes usueiles des domaines consid6res. 
Ces compositions k application topique peuvent constituer notamment une 
composition de protection, de traitement ou de soin cosm6tique ou dermatologique 

15 pour le visage, pour le cou, pour les mains ou pour le corps, (par exemple crimes de 
jour, crfemes de nuit, crimes ou huiles solaires, laits corporels), une composition de 
maquillage (par exemple fond de teint) ou une composition de bronzage artificial. 
Quand la composition de I'invention est une Emulsion, la proportion de corps gras 
qu'elle contient peut aller de 5 % a 80 % en poids, et de pr6f6rence de 5 % k 50 % en 

20 poids par rapport au poids total de la composition. Les corps gras et les 6mulsionnants 
utilises dans la composition sous forme d'6mulsion sont choisis parmi ceux 
classiquement utilises dans le domaine cosm&ique ou dermatologique. 
Comme corps gras utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles mingrales 
(vaseline), les huiles vegetales (fraction liquide de beurre de karite) et leurs derives 

25 hydrog^nes, les huiles animates, les huiles de synthase (perhydrosqualdne), les huiles 
silicones (dim6thylpolysiloxane) et les huiles fluorees. Comme autres corps gras, on 
peut encore citer les alcools gras (alcool c6tylique, alcool stearylique), les acides gras 
(acide stearique) et les cires. 

Les Smulsionnants peuvent etre pr6sents, dans la composition, en une proportion 
30 allant de 0,3 % k 30 % en poids et de preference de 0,5 a 30 % en poids par rapport 
au poids total de la composition. 

De fagon connue, les compositions cosm6tiques ou dermatologiques de I'invention 
peuvent contenir dgalement des adjuvants habituels dans les domaines 
correspondants, tels que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les 
35 antioxydants, les solvants, les parfums, les charges, les filtres et les matures 
colorantes. Par ailleurs, ces compositions peuvent contenir des actifs hydrophiles ou 
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lipophiles. Les quantites de ces differents adjuvants ou actifs sont celles 
classiquement utilis6es dans le domaine cosmetique au dermatologique, et par 
exemple de 0,01 % & 20 % du polds total de la composition. Ces adjuvants ou ces 
actifs, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, dans ia phase 
5 aqueuse et/ou dans des v§sicules lipidiques. 

Parmi les actifs que peuvent contenir les compositions de invention, on peut 
notamment citer les actifs ayant un effet sur le traitement des rides ou des ridules, et 
en particulier les actifs k6ratolytiques. Par k6ratolytique, on entend un actif ayant des 
proprietes desquamantes, exfoliantes ou gommantes, ou un actif capable de ramollir la 
10 couche corn§e. 

Parmi ces actifs ayant un effet sur le traitement des rides ou des ridules que peuvent 
contenir les compositions de Pinvention, on peut en particulier citer les hydroxyacides 
et les retinoTdes. 

Les hydroxyacides peuvent etre par exemple des cc-hydroxyacides ou des 
15 p-hydroxyacides, qui peuvent etre Iin6aires, ramifi6s ou cycliques, satur6s ou 
insaturds. Les atomes d'hydrogene de la chaTne carbon6e peuvent, en outre, §tre 
substitu6s par des haiog&nes, des radicaux hatoggnes, alkytes, acyl6s, acyloxyl6s, 
alcoxy carbonyles ou alcoxyles ayant de 2 a 18 atomes de carbone. 
Les hydroxyacides qui peuvent Stre utilises sont notamment les acides glycolique, 
20 lactique, malique, tartrique, citrique, hydroxy-2 alcanoique, mand6lique, salicylique, 
ainsi que leurs d6riv6s alkyl6s comme I'acide n-octanoyl-5-salicylique, I'acide 
n-dod6canoyl-5-saIicylique, I'acide n-d6canoyt-5-salicylique, Tacide n-octyl-5- 
salicylique, I'acide n-heptyloxy-5 ou -4-saIicylique, Pacide 2-hydroxy-3- 
m6thylbenzoique, ou encore leurs derives alcoxyi6s comme Pacide 2-hydroxy-3- 
25 m6thoxybenzoique. 

Les r6tinoTdes peuvent §tre notamment Pacide retinoique et ses ddriv§s, le r6tinol 
(vitamine A) et ses esters tels que le palmitate de r6tinol, Pacetate de r6tinol et le 
propionate de r6tinoI, ainsi que leurs sels. 

Ces actifs peuvent §tre utilises en particulier k des concentrations allant de 0,0001 % a 
30 5 % en poids par rapport au poids total de la composition. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'au moins une substance se liant au r6cepteur p£ripherique des 
benzodiazepines ou PBR, pour la fabrication d'une composition cosmetique, 
pharmacologique ou dermatologique topique dans le traitement du stress cutan§. 

2. Utilisation d'au moins une substance se liant au PBR pour la fabrication d'une 
composition cosm6tique et/ou dermatologique topique en vue de diminuer les rides, 
de r6duire l'6rytheme soiaire ou de prot6ger contre les radicaux fibres. 

3. Utilisation selon Tune des revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce que la substance 
se liant au PBR est un agoniste du PBR choisi parmi les molecules de synthase, les 
substances naturelles d'extraction ou une substance obtenue par fermentation. 

4. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1^3 caract6ris§e en ce que la 
substance se liant au PBR est le Ro 5-4864. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 & 3 caract6ris§e en ce que la 
substance se liant au PBR est une substance obtenue par fermentation. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 & 5, caract§ris§e en ce que 
la substance est pr6sente dans la composition cosmetique ou dermatologique en 
une quantit6 aliant de 0,00001 a 20 % en poids par rapport au poids total de la 
composition. 

7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 & 6 caract6risee en ce que la 
substance agoniste est pr6sente dans la composition cosmetique ou 
dermatologique en une quantity allant de 0,001 k 10 % en poids par rapport au 
poids total de la composition. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, caract6ris6e en ce que 
la composition contient en outre un hydroxyacide et/ou un r&InoTde. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caract6ris§e.en ce que I'hydroxyacide est choisi 
parmi les a-hydroxyacides ou les p-hydroxyacides, qui peuvent etre lineaires, 
ramifies ou cycliques, satur§s ou insatur6s. 
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10. Utilisation selon la revendication 9, caract§ris6e en ce que le r6tinoTde est choisi 
dans le groupe comprenant Pacide r6tlnoTque que et ses derives, le rStinol et ses 
esters. 

11. Composition cosmdtique et/ou dermatologique topique caracterisee en ce qu'elle 
contient en tant que principe actif une substance se liant au PBR. 

12. Souche Nocardia species SRL 4988 depos6e aupres de la C.N.C.M. de Tlnstitut 
Pasteur sous le num6ro I-2305 et ses mutants producteurs. 

13. Souche Streptomyces species SRL 5186 d6pos6e auprfcs de la C.N.C.M. de 
Hnstitut Pasteur sous le num6ro I-2306 et ses mutants producteurs. 

14. Souche Actinosinnema species SRL 5189 depos6e aupr&s de la C.N.C.M. de 
Tlnstitut Pasteur sous le numero I-2307 et ses mutants producteurs. 

15. Composition cosm§tique et/ou dermatologique topique caract6ris6e en ce qu'elle 
contient en tant que substance active une substance obtenue par fermentation 
d'une souche selon les revendications 12 & 14. 
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Analyse en microscopie confocale a I'aide de I'anticorps 8D7 
de la localisation mitochondrial du recepteur PBR 
sur keratinocytes A431 (coloration verte). 



FIGURE 1 
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L'analyse immuno-histologique realisee sur une coupe d'epiderme 
humain normal revele une expression croissante de PBR du 
stratum basale vers le stratum corneum (coloration rouge). 



FIGURE 2 
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Expression de PBR sur des lignees 
de keratinocytes et de peau 
humaine normale : 



Analyse par Western Blot 




Marquage anticorps 8D7 (ljug / ml final) 



Les depots sont normalises par dosage des proteines totales en lysat: 
depots pour chaque lignee 30/vg 



FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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Profit pharmacologique des ligands du PBR sur Keratinocytes A431 
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FIGURE 5 
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Implication de PBR dans la protection des cellules hematopoTetiques 
contre les dommages cause par les radicaux oxygenes 
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exprimees en fonction du nombres de sites 
PBR ou Bcl-2. 




Viabilite des cellules JURKAT sauvages 36 
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FIGURE 6 
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CI 

CHLORODIAZEPAM PK 1 11 95 



Ro 5-4864 



CH 3 




PK 14105 



Principaux Ifgands des recepteurs centraux et 
peripheriques des benzodiazepines 

FIGURE 7 
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